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摘 要 分子印迹电化学发光兼具分子印迹技术及电化学发光方法两者的优点，即高灵敏度、高选择性、可控
性好、易于微型化和操作简单等特点。近几年来在生物仿生传感器、有害农药残留物质及食品安全监测等方
面具有广泛的应用。本综述简要介绍分子印迹电化学发光传感器及分子印迹固相萃取电化学发光的概况，并
对其今后的研究趋势进行展望。
关键词 分子印迹;电化学发光;综述
2014-08-14 收稿;2014-11-10 接受
本文系国家自然科学基金资助项目(Nos 21274022，21175126)
* E-mail:guobaoxu@ ciac． ac． cn;tongyuejin@ fjnu． edu． cn
1 引 言
电化学发光(Electrochemiluminescence，ECL)是通过电化学激发反应产生发光的现象［1］。与其它
分析技术相比，ECL具有灵敏度高、可控性好、线性范围宽、装置简单、成本低等优点。近年，电化学发光
的研究得到了蓬勃发展。商品化的电化学发光免疫分析和 DNA 探针分析被广泛应用于医疗诊断、食品
安全、生物战试剂检测以及环境监测等多种领域［2］。电化学发光还被用做高效液相色谱、毛细管电泳
以及微流控芯片的检测器，用于检测众多的共反应物，特别是含有氨基的各种物质［3 ～ 5］。
分子印迹技术(Molecularly imprinted technology，MIT)是一种以目标分子(模板分子或印迹分子)为
模板，合成对该分子具有特异性识别功能的聚合物的技术。MIT最早起源于免疫学，1931 年，前苏联科
学家 Polyakov［6］首次提出“分子印迹”这一概念。该技术最初是从受体-抗体相互作用得到启发，融合了
高分子化学、分子识别技术、仿生物学等形成的。而标志“分子印迹”萌芽的是 1949 年 Dickey 提出的
“专一性吸附”概念。经过 80 多年的发展，分子印迹聚合物这一概念演变成包含了各式各样的有机高
分子，极大地丰富了分子印迹的研究内容。MIT 的研究核心内容则是分子印迹聚合物(Molecularly im-
printed polymer，MIP)［7，8］，通过 MIP 的特异性识别位点可以实现了从非生物活体获得“抗体”［9］。与其
它传统的传感器相比，分子印迹传感器［10 ～ 12］具有对目标分子高度专一识别性，此外其在机械稳定性和
热稳定性方面也不逊色于化学传感器，已经广泛应用于药物分析［13］、环境有害物质痕量分析［14，15］、固相
萃取［16，17］和色谱分离［18］等各个研究领域。
随着生命科学技术、材料科学和现代分析检测手段的深入研究，分子印迹电化学传感器在各方面都
得到了更加广泛的应用。尽管如此，分子印迹电化学传感器毕竟发展时间较短，还有诸如电流效率通常
较低和检测信号较弱等很多问题等待研究者进一步解决。
ECL在灵敏度和可控性方面具有独特的优势，而 MIP 在特异性识别方面具有独特的优势，将二者
有机结合起来，构建新型的 MIP-ECL检测方法用于分析领域将是一个活跃的研究方向。因此本综述将
简要介绍分子印迹电化学发光近几年的研究进展，并对其进行展望。
2 分子印迹-电化学发光传感器的发展与应用
目前，MIP-ECL传感器已在检测残留痕量农药［19 ～ 22］、毒品［23，24］、药物［25］、双酚 A［26］、氨基酸［27］和
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蛋白质［28，29］等方面显现出了特有的优点。以下将简要阐述该传感器的应用。
2． 1 蛋白质的检测
蛋白质是一类重要的生物大分子，是生命的物质基础。如血红蛋白是血红细胞中运载氧气和二氧
化碳分子保持身体血液酸碱平衡的一类重要含铁蛋白质。在临床上，血红蛋白的浓度与地中海贫血、白
血病、心脏疾病等的诊断密切相关。因此，精确定量检测血红蛋白水平在临床上有着重要的应用。至今
为止，已应用如光谱、电化学方法和化学发光以及 ELISA 多种检测分析方法来检测。应用分子印迹技
术能够创建比天然受体更能承受极端环境条件如高温、高压及极端 pH 值等的合成受体。因此应用分
子印迹技术检测蛋白质的方法在近十多年来也受到了研究者们的密切关注［30 ～ 34］。Wu 等［30］基于分子
印迹技术在血红蛋白模板存在下电化学聚合丙烯酰胺构建血红蛋白电化学传感器。以铁氰化钾作为表
征印迹膜的探针，该 MIP电极显现出了对模板分子特异的识别性能和高的灵敏度。Kan 等［32］以共价法
将血红蛋白嫁接于功能化后的磁性 Fe3O4 纳米颗粒表面，再通过溶胶凝胶表面印迹聚合制得核壳微纳
米磁性分子印迹聚合物。该印迹聚合物对目标分子的吸附量在 pH 6． 5 条件下达到 10． 5 mg /g，相较于
非印迹聚合物高出了 4． 6 倍。
相较于以上各种技术的发展，Zhou 等［28］基于磁性分子印迹聚合物(MMIPs)作为捕获探针制备单
抗体“三明治”型电化学发光免疫传感器用于检测血红蛋白。他们首先在磁性 Fe3O4 纳米颗粒表面以
溶胶凝胶法及表面印迹技术合成 MMIPs，并将抗体修饰于 Ｒu@ SiO2@ Au 纳米复合材料上，作为与目标
分子结合的标记物。当目标分子富集于 MMIPs上后，带有 ECL信号标记的抗体与目标分子相结合。最
后，通过磁场作用将制备好的“三明治”型免疫复合物修饰于丝网印刷碳电极上，在最优条件下进行
ECL测试。该传感器线性范围为 0． 1 "4 × 104 μg /L，检出限(S /N = 3)为 0． 023 μg /L。相比于传统的双
抗体三明治型电化学发光免疫传感器，该传感器具有以下优点:(1)MMIP捕获探针成本相对比较低，易
量产，且克服了普通抗体捕获探针易失活等不利因素;(2)该探针易固定在电极上，也容易通过施加和
移除磁场来洗脱掉，所以，该传感器能够简单的生产和再生;(3)该探针比普通探针具有更多识别的结
合位点，使得 MMIPs能够富集溶液中超痕量的抗原，极大地增强了检测灵敏度。
Zhou等［29］在上述技术基础上，应用溶胶凝胶法和表面分子印迹及抗原决定基法印迹技术在磁性
图 1 检测 anti-HIV-1 的“三明治型”MIP-ECL 免疫传
感器构建过程［29］
Fig． 1 Procedure for constructing a MIP-ECL immu-
nosensor and the determination of anti-human immunodefi-
ciency virus-1 (HIV-1)［29］
Fe3O4 纳米颗粒表面合成以人类免疫球蛋白 G
(Human IgG)为模板的磁性分子印迹聚合物
(MMIPs)，将该 MMIPs 作为捕获探针构建了检测人
类免疫缺陷病毒 1 型抗体(anti-HIV-1)的“三明治”
型电化学发光免疫传感器，如图 1 所示。其中，抗原
决定基印迹法是应用假模板进行印迹，即用 Human
IgG代替anti-HIV-1 作为印迹模板，Human IgG 具有
与 anti-HIV-1 相同的 Fc区以及不同的 Fb区，当 anti-
HIV-1 在 MMIPs上富集后，不同的 Fb 区可以用掩蔽
剂进行掩蔽。作者应用 MMIPs代替 HIV-1 抗原作为
捕获探针，辣根过氧化物酶(HＲP)修饰的 HIV-1
(HＲP-HIV-1)作为传感器的标记物，当目标分子
anti-HIV-1富集于 MMIPs 上后与溶液中的标记物相
结合形成“三明治”型免疫复合物。最后，通过磁场
作用将其修饰于丝网印刷碳电极上，结合 HＲP 在鲁
米诺-双氧水(luminol-H2O2)ECL 系统中催化作用，
检测鲁米诺的发光强度，从而实现目标分子的检测。
首先，该传感器应用了假模板进行印迹，假模板易
得，成本相对较低;其次，聚合得到的 MMIPs易量产，
且能够通过洗脱模板重复使用，大大降低了免疫传
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感器的成本;最后，ECL检测方法的应用，增强了传感器的灵敏度，得到了抗体稀释度为 1∶ 20000 ～ 1∶
50 的检测范围和 1∶ 60000(S /N = 3)的检出限。在人血清样本的检测中结果表明，所研制的“三明治”型
免疫传感器比单独的 MMIPs的抗干扰能力更强，主要是因为抗原抗体的高度专一识别能力，使其选择性
更好。该方法具备制备简单、成本较低、灵敏度和选择性高等优点，在生化分析领域具有潜在应用价值。
2． 2 农药的检测
农药残留等问题一直是全球关注的食品安全问题。检测方法的简便快速和经济高效一直是分析领
域研究的目标，MIP-ECL方法的出现为农药检测提供了一种新的有效方法。
Li等［19］构建 MIP-ECL传感器用于超痕量异丙隆除草剂(IPU)的检测，该检测主要是基于目标分子
IPU与葡萄糖氧化酶(GOD)标记的 IPU(GOD-IPU)间的竞争反应。作者以 IPU为模板在金电极上电聚
合邻氨基酚单体合成分子印迹膜。用 IPU 将印迹孔穴屏蔽后，将其浸渍于 GOD-IPU 的溶液中，得到
GOD-IPU替代 IPU的分子印迹膜。再将其浸渍于样品溶液中，样品溶液中的 IPU与 MIP膜上 GOD-IPU
发生竞争反应。待反应后，分子印迹膜上残留的 GOD-IPU 催化葡萄糖产生双氧水，与鲁米诺反应，增
强电化学发光信号。当 GOD-IPU分子被样品中 IPU 分子取代后，电化学发光强度减少。因此，可以根
据该电化学发光信号的减弱，定量分析模板分子 IPU 的浓度。基于葡萄糖氧化酶的催化作用，该传感
器的电化学发光信号增强，具有灵敏度和选择性高、响应快、检出限低等优点。该法的检测范围为
9 × 10!11 ～ 5． 1 × 10!9 mol /L，检出限为 3． 78 × 10!12 mol /L。与检测 IPU 的其它方法相比，检出限更低。
在应用该传感器检测水溶液样品时，回收率达到 98． 5% ～102． 1%。
Li等［22］基于赤霉素 A3(GA3)和罗丹明 B(ＲhB)标记的 GA3(ＲhB-GA3)在分子印迹膜上的竞争结
图 2 用于检测 GA3 的 ECL-MIP传感器的构建过程［22］
Fig． 2 Procedure to construct a MIP-ECL sensor and determina-
tion of gibberellin A3 (GA3)［22］
合反应构建检测 GA3 的新型 MIP-ECL 传感
器，如图 2 所示。作者在金电极上用电聚合法
以邻苯二胺作为单体，GA3 作为模板分子进行
印迹得到印迹膜。用 GA3 将印迹孔穴屏蔽
后，将其浸渍于 ＲhB-GA3 的溶液中，得到
ＲhB-GA3 替代 GA3 的分子印迹膜，将此电极
应用于 GA3 的检测。样品中 GA3 与电极上的
ＲhB-GA3 竞争反应后，分子印迹膜上残余的
ＲhB-GA3 被电化学氧化产生 ＲhB 氧化产物。
该氧化产物能够与溶液中的溶解氧反应生成
过氧化物离子自由基(O·!2 ) ，过氧化物与鲁米诺反应，极大地提高金电极上鲁米诺电化学发光信号。当
ＲhB-GA3 被样品中 GA3 分子取代后，电化学发光强度减小。因此，可以根据该电化学发光信号的减弱，
定量分析 GA3 的浓度。该传感器的检测浓度范围 1 × 10!11 ～ 3 × 10!9 mol /L，检出限为 3． 45 × 10!12mol /
L。相对于 GA3 浓度 1000 倍的 Na +、Ca2 +、Mg2 +、SO2!4 、Cl! 和 CO
2!
3 ，500 倍的葡萄糖、蔗糖、谷氨酸、
Fe2 +、Al3 +和 Zn2 +，300 倍的 Cu2 +和 Hg2 +都未能影响 GA3 产生的 ECL信号。检测啤酒样品时，实验回
收率达到96． 0% ～103． 2%。该传感器具有灵敏度高、选择性好和响应快等优点。
除以上方法外，Li等［21］应用纳米颗粒表面印迹结合电化学发光方法选择性识别磺酰脲类除草剂甲
基噻吩磺隆(TFM)。作者在功能化后的 SiO2 纳米颗粒表面进行 TFM 分子印迹，后用沉积法在玻碳电
极表面修饰上印迹的核壳 SiO2 纳米球。在印迹膜表面，作者用 HF 将 SiO2 球刻蚀得到多孔结构印迹
膜。目标分子 TFM在印迹膜上结合时能够观察到鲁米诺的电化学发光现象，且相比于空白，结合上目
标分子的 ECL强度增强了 2． 7 倍。这是由于 TFM在碱性条件下分解产生 CO2，CO2 能够与溶液中溶解
氧还原生成的 OOH! 反应生成 ! OOC OOH ，! OOC OOH 能够分解成不同的过氧化物自由基，如
CO·!2 ，CO
·!
3 ，O
·
2 和 HO
·
2 。这些强氧化性的自由基加速了鲁米诺的氧化反应，从而增强了鲁米诺的发
光强度。因此，可以应用该现象来构建对 TFM有特异识别的传感器。多孔印迹膜的应用增加了膜上电
子的传输，且目标分子 TFM在反应中增强了鲁米诺的发光效应，因此该传感器不仅印迹效率得到了提
高，灵敏度也相应增强。它的检测范围为 5． 0 × 10!10 ～ 1． 0 × 10!7mol /L，检出限为 0． 32 nmol /L。其具有
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经济、高灵敏度、快速、特异性识别及稳定性良好等优点，在检测磺酰脲类除草剂的应用上具有潜在的应
用价值。
2． 3 毒品的检测
ECL曾被用于毒品检测，能检测到 nmol浓度水平，但在原位气体检测领域该灵敏度仍是不够。为
了提高检测的灵敏度和选择性，文献［23，24］应用 ECL 固态电极结合溶胶凝胶分子印迹法构建检测毒
品的分子印迹电化学发光传感器。该类传感器制备过程可分为两步:一是先将电化学发光物质
Ｒu(bpy)2 +3 用 Nafion和多壁碳纳米管复合材料固定在玻碳电极上，形成第一层膜;二是在已修饰上发光
物质膜的表面再修饰一层分子印迹溶胶凝胶聚合物薄膜。如 Han 等［23］应用该法制备了用于检测甲基
苯丙胺的 MIP-ECL 传感器，在 1． 0 × 10!10 ～ 1． 0 × 10!14 mol /L 浓度范围内线性良好，检出限为 4． 0 ×
10!15 mol /L。该传感器极高的灵敏度使其能在封闭的容器中通过气体来检测到毒品。为了验证该传感
器的选择性，他们将 TPA、L-色氨酸、L-络氨酸、甘氨酸、L-苏氨酸、海洛因以及吗啡等加入样品溶液中，
进行干扰实验，发现即使这些干扰物的浓度比目标分子的浓度(0． 10 nnol /L)高 100 倍，仍没有 ECL信
号干扰，该传感器具有良好的选择性。
3 分子印迹固相萃取-电化学发光分析
除了在电极上直接或者间接修饰 MIP用于 ECL检测，还可将 MIP作为固相萃取吸附剂进行预处理
样品，用于 ECL检测双酚 A［26］、莱克多巴胺［35］、酚酞［36］、氯霉素［37］、食物残留有机物［38］和氨基酸［39］
等。MIP作为萃取的吸附剂，不仅融合了MIP的专一识别性能，还填补了传统固相萃取剂对复杂样品难
分离的缺点。
Wang等［35］基于莱克多巴胺(ＲAC)对 Ｒu(bpy)2 +3 -DBAE 体系 ECL 信号的猝灭作用，以 ＲAC 作为
模板，聚乙二醇为致孔剂，环氧树脂为功能单体，在铁芯搅拌子表面印迹。当洗脱掉致孔剂与模板后得
到识别 ＲAC的 MIP搅拌子。一定转速下该搅拌子在样品溶液中吸附萃取目标分子，后经解吸附处理得
到纯化的目标分子溶液用于 ECL检测。由于 ＲAC对 Ｒu(bpy)2 +3 -二丁基乙醇胺(DBAE)体系 ECL的猝
灭作用，ＲAC浓度在 1． 0 × 10!10 ～ 5． 0 × 10!8 mol /L范围与 ECL强度呈现良好的线性关系，检出限为 3．
5 × 10!12 mol /L。他们将搅拌子吸附萃取法与 MIP及 ECL相结合，能选择性快速识别分析物，富集能力
强，灵敏度高，抗干扰能力好。该方法达到良好的检测目的，也拓宽了分子印迹技术与 ECL方法在食品
安全分析领域的应用。
Guo等［38］基于孔雀绿对 luminol体系的 ECL具有抑制效应，以孔雀绿为模板，选用甲基丙烯酸作为
功能单体，二甲基丙烯酸二乙醇酯作为交联剂，偶氮二异丁腈作为引发剂制备分子印迹聚合物。经过研
碎，过筛，得到粒径大小为 32 ～ 96 #m 的 MIP 颗粒，以其为萃取材料，自制固相萃取小柱。通过自制萃
取小柱对样品纯化富集分析物，对 MIP上吸附的目标分子进行解吸附处理后用于 ECL检测。因孔雀绿
对 Luminol的 ECL具有抑制作用，因此可以根据 ECL强度对分析物进行定量分析。该分子印迹固相萃取
小柱的干扰实验表明，该方法具有较强的抗干扰能力。ECL检测结果表明，该方法的灵敏度较高，检出限
为 6 × 10!12 mol /L。作者应用经典整体柱法制备印迹聚合物，用于自制固相萃取小柱，成本相对较低，
萃取效率高;结合 ECL检测分析物，提高了检测的灵敏度，且相对于色谱分析技术，降低了仪器成本。
4 用于构建MIP-ECL传感器的电化学发光体系
4． 1 鲁米诺-H2O2体系
鲁米诺(Luminol)电化学发光通常在碱性溶液中，在过氧化氢存在的情况下，以电化学氧化的方式
发生。但现已有研究表明，鲁米诺可以在多种实验条件下产生电化学发光，如不同的溶剂、氧气或者过
氧化氢存在或不存在的情况，不同的电极和有 Br! 和 Cl! 等其它物质共存的情况。在已构建的 MIP-
ECL传感器中，主要应用到的发光体系有:(1)在 Luminol-H2O2 系统中通过目标分子上修饰酶
［19，22，28］催
化底物产生 H2O2，H2O2 与 Luminol反应增强 ECL信号;(2)Luminol 发光系统中，通过目标分子对 Lumi-
nol的直接作用，增强［21］或者抑制［38］luminol发光 ;(3)在 Luminol-H2O2 系统中，目标分子在 MIP 孔洞
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上的结合与否，增加或减少电子传递，从而实现目标分子的定量检测［20］。
4． 2 Ｒu(bpy)2 +3 体系
近年来，Ｒu(bpy)2 +3 因其在水溶液中具有良好的电化学可逆性和稳定性，可被循环利用等优点成为
目前研究最为活跃的 ECL体系之一［40］。在 MIP-ECL传感器中，应用到 Ｒu(bpy)2 +3 修饰的固态 ECL电
极。相对于液态 ECL体系，固态 ECL体系具有减少了昂贵的 ECL试剂 Ｒu(bpy)2 +3 消耗，简化了实验的
设计，增强了 ECL信号等优点［23，24，27］。在已构建的 MIP-ECL传感器中，主要应用到的发光体系作用有:
(1)目标分子作为 Ｒu(bpy)2 +3 的共反应剂
［25］增强 ECL 信号，从而实现目标分子的定量检测; (2)目标
分子在 Ｒu(bpy)2 +3 固态电极上的 MIP层上的孔洞结合与否，增加或减少电子传递发出相应的 ECL 响
应信号，定量检测目标分子［23，24］;(3)通过目标分子在现有 Ｒu(bpy)2 +3 体系中的猝灭作用进行定量检
测，如 Ｒu(bpy)2 +3 -DBAE体系
［26，35，36］等。
5 展 望
分子印迹电化学发光分析近年来得到较快发展，但是与其它分子印迹分析相比，分子印迹电化学发
光是一个新兴的研究方向，研究报道还相对较少，还需要在以下方面开展深入研究:(1)目前电化学发
光分析中，使用的电位相对较高，会影响分子印迹材料的稳定性，需要发展更加稳定的分子印迹材料或
研发低电位下发光的体系;(2)发展透光性好的分子印迹材料和新型信号放大技术，以提高检测灵敏
度;(3)发展在水溶液中具有良好识别能力的分子印迹材料;(4)针对有些常用电化学发光体系在碱性
条件下发光强度好的特点，发展在碱性条件下具有良好识别能力和稳定性的分子印迹材料;(5)引进新
的电化学发光体系和分子印迹方法，拓宽分子印迹电化学发光分析应用范围;(6)研制便携的电化学发
光检测装置等。分子印迹和电化学发光具有广泛的应用范围［41，42］、良好的发展和应用前景。
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Molecular Imprinting Electrochemiluminescence Analysis
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Abstract Molecularly imprinted electrochemiluminescence method combines the advantageous properties of
molecularly imprinted polymer and electrochemiluminescence，such as high sensitivity，good selectivity，good
controllability， easy miniaturization and simple operation． In recent years， molecularly imprinted
electrochemiluminescence has received much attention in the fields of biomimetic sensors，hazardous pesticide
residue detection，and food safety monitoring，etc． In this review，the research progresses of molecularly
imprinting electrochemiluminescence sensors and the applications of molecularly imprinted polymers as solid
phase extraction matrices in electrochemiluminescence analysis have been summarized，and the future research
trends have been proposed．
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